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Management factor1  Yes  No  Do not know 
Milk and Colostrum feeding to heifer calves       
‐ We use colostrum from Red cows  67  970  44 
‐ We use colostrum from Yellow cows  310  707  64 
‐ We use colostrum from Green cows  1009  32  40 
‐ We use waste milk from Red cows  90  949  42 
‐ We use waste milk from Yellow cows  286  742  53 
‐ We use waste milk from Green cows  745  293  43 
Calvings       
‐ Most Red cows calve again  178  871  31 
‐ A few Red cows calve again  875  172  34 
‐ Red cows calve separated from Green cows  539  504  38 
‐ Red cows calving pen cleaned between calvings  411  609  61 
‐ Yellow cows calve separated from Green cows  336  700  45 
‐ Yellow cows calving pen cleaned between calvings  297  752  32 
‐ Calves born to Red cows are removed within 2 h  903  128  49 
‐ Calves born to Yellow cows are removed within 2 h  736  291  54 












































































































































Risk factor1  NHerds  Estimate2 SE  P‐value3 
Intercept (all models)    ‐2.54  0.05  <0.001 
Red cows calve again         
Most  209  ‐0.04  0.02  0.014 
Some  717  ‐0.10  0.02   
None  155  ‐0.14  0.03   
Separation of cows in calving area         
No separation  467  ‐0.10  0.02  0.69 
Red from Green  279  ‐0.09  0.02   
Red & Yellow from Green  335  ‐0.09  0.02   
Calves removed within 2 h from         
No cows  156  ‐0.08  0.03  0.015 
Red cows  190  ‐0.15  0.03   
Yellow and Red cows  735  ‐0.09  0.02   
Calving area cleaned after         
No cows  582  ‐0.08  0.02  0.181 
Red cows  219  ‐0.12  0.02   
Yellow and Red cows  280  ‐0.10  0.02   
Colostrum used from         
Red, Yellow & Green cows  107  ‐0.06  0.03  0.554 
Yellow & Green cows  267  ‐0.09  0.02   
Only Green cows  707  ‐0.10  0.02   
Waste milk used from         
Red, Yellow & Green cows  132  ‐0.09  0.03  0.021 
Yellow & Green cows  209  ‐0.14  0.02   
Only Green cows  740  ‐0.09  0.02   
Herd size         
> 165 cows  361  ‐0.07  0.02  0.002 
121 to 165 cows  355  ‐0.12  0.02   
< 121 cows  365  ‐0.14  0.02   
Purchase of animals         
> 15% of herd  357  ‐0.05  0.02  <0.001 
5 to 15% of herd  208  ‐0.11  0.02   
0 to 5% of herd  249  ‐0.11  0.02   












Risk factor1  Estimate2  SE  P‐value3 
Intercept  ‐2.54  0.05  <0.001 
Red cows calve again       
Most  0.11  0.03  0.009 
Some  0.04  0.02   
None  0.00  0.00   
Waste milk used from       
Red, Yellow & Green cows  0.00  0.00  0.021 
Yellow & Green cows  ‐0.03  0.03   
Only Green cows  0.03  0.02   
Proportion purchased animals in herd 
> 15% of herd  ‐0.12  0.04  <0.001 
0 to 15% of herd  ‐0.19  0.04   
No purchased animals in herd  ‐0.25  0.04   
1”Red”, “Yellow” and “Green” cows are categories of animals based on their test‐results, where Red cows were 
repeated antibody positive, Green cows antibody‐negative on up to last 3 tests, and Yellow cows with other 
test‐combinations based on repeated results. 2The estimate for each stratum represents the slope of TIME 
variable within that stratum. 3The P‐value gives the significance of the interaction (i.e., different slopes 
between strata), the main effect of TIME was highly significant in all analyses. 
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Figure 1. Illustration of the multivariable association between test‐prevalence and TIME stratified by 
the purchase, waste milk, and removal policies. Only the 8 most common combinations of practices 
with more than 40 herds are illustrated. For each line, the proportion of purchased animals (0%, 0 to 
15% or > 15%), the policy for removal of Red cows (Most, Some or None), the waste milk usage (G = 
green only, YG = yellow and green cows), and number of herds practicing the strategy is given.  
 
Discussion 
A decrease in the prevalence of MAP infections usually occurs via changes in management, and not 
test‐and‐cull schemes alone (Groenendaal et al., 2003; Kudahl et al., 2007). The theoretical basis for 
the lack of an effect of a test‐and‐cull strategy is primarily that the incidence in seroconversion is 
relatively stable from 2 to 6 yr of age (i.e., new test‐positives will quickly replace culled test‐
positives). The results from this study suggest that the stated intention to cull repeated test‐positive 
animals (red cows) does contribute significantly to a decrease in the prevalence and that the culling 
effect may be attributed to the high test frequency used in the present control program, whereby 
infectious animals are quickly identified and removed from the herd before they shed high numbers 
of MAP into the environment. Furthermore, a general assumption often used in simulation models is 
that antibodies are generally considered to occur after the animal is shedding MAP (Sweeney et al., 
2006). But, the animals classified simply as shedders may not be infectious, and, therefore, the 
simulation models may not address this aspect appropriately. The test strategy used in the Danish 
program should enable detection of most infected animals before they become infectious (Nielsen, 
2008), thereby enabling their removal from the herd before they infect susceptible animals. 
The proportion of purchased animals was expected to be associated with the prevalence, as this has 
been found in other studies (Wells and Wagner, 2000; Tiwari et al., 2009). But, herd size was not 
associated with changes in prevalence, perhaps because the purchase behavior, and not herd size, is 
an important factor for changes of the MAP prevalence. 
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The effect of the other management factors seemed somewhat uncertain, except for use of waste 
milk, which was shown to have limited effect on the transmission of MAP (Nielsen et al., 2008). The 
results on use of waste milk provided contradicting results, because use of waste milk from green 
cows only (considered best practice) resulted in greater prevalence of MAP‐specific antibodies than 
did use of waste milk from yellow and green cows (considered second‐best practice; Table 3). 
Furthermore, the majority of herds that did not use waste milk from red cows were distributed in 
relatively small groups when combined with the other significant risk factors. Therefore, use of waste 
milk from red cows was not represented among the 8 most common practices shown in Figure 1. 
Several potential risk factors yielded similar contradictory results in the univariable analyses (Table 
2), but these findings were nonsignificant. The findings from the univariable analyses point to an 
interesting result: the hypothetical second‐best practice resulted in faster prevalence decrease than 
the anticipated best practice in several instances. For example, the risk factor “calves removed within 
2 h from …” yielded a lower estimate when calves were removed only from red cows, compared with 
removal from both red and yellow cows. This may suggest that farmers stating that removal within 
2 h was done only for red cows were more honest about their actual practice, or more thorough 
when managing red cows, than farmers stating that they removed calves within 2 h from both red 
and yellow cows. 
Several of the risk factors may be highly correlated. For example, a farmer addressing risk of 
transmission via colostrum may be more likely to also address transmission via waste milk. A variable 
combining waste milk and colostrum usage was evaluated, but this was abandoned because it was 
nonsignificant and difficult to interpret (data not shown). Generally, the effect of one risk factor may 
correlate to another and, therefore, we cannot decide in a univariable analysis which of the risk 
factors actually matters most. Furthermore, including several risk factors in a multivariable might 
introduce confounding effects between them; however, in our case the multivariable model was 
mostly developed to consider the additive effect of each risk factor on the slope for TIME. Our 
finding, that purchase pattern and red cows calving again are most important, does not appear 
counterintuitive to our biological understanding of the processes involved in transmission of MAP 
within and between herds. 
Use of questionnaires at 1 time point to study retrospectively the effects of management practices 
has its disadvantages. Nondifferential misclassification is very likely to occur, resulting in lack of 
association or even reversal of the hypothetical association (Rothman and Greenland, 1998). Many 
management practices differ from animal to animal, and over time within a herd. For example, 
removal of calves from a high‐risk dam within 2 h is less likely to occur when calving is at night than 
during the day, and new staff may change the management over time. We only asked about 
management practices at 1 time point. The large sample size may, to some extent, correct for this 
long‐term, when more prevalence data have been collected. Self‐reporting is inherently problematic 
and farmer responses can be divided into 3 broad categories: 1) accurate descriptions of 
management practices; 2) non‐accurate descriptions of management practices, but the farmer does 
perform certain management practices that decrease MAP transmission; and 3) non‐accurate 
descriptions, where the farmer attempts to provide the answer he believes is the most correct. All 3 
types are likely present here. Given the distribution of answers in Tables 2 and 3, many farmers 
admit that they do not always follow best practice (e.g., calving area was not cleaned after calving in 
582 of 1,081 herds; Table 2). Therefore, it might be justified to see the responses as stated practices, 
and some of these practices are associated with a significant decrease in prevalence of MAP‐specific 
antibodies. 
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So far, the prevalence data cover the period from 0 to 4.25 yr after availability of the first test results. 
Many infected animals may only become antibody‐positive after reaching the age of 4 yr due to the 
long incubation period. Therefore, some of the longer‐term effects may only show within the next 5 
to 10 yr, requiring that the prevalence is monitored longer and that the analyses are repeated when 
more data become available. We discarded many observations because the antibody test was 
replaced, and the models could not adequately take this into account, because of differences in (the 
partially unknown) misclassification bias provided by the 2 tests. This suggests that it would be 
beneficial to continue with the same test throughout the following period to avoid this effect or to 
adopt Bayesian methods that are more capable of addressing the issue of misclassification 
(Branscum et al., 2004). Although relatively few observations from each herd were available, 
significant evidence of the clustering within herd was observed (autocorrelation = 0.83). 
Prevalence estimation and choice of model have been a challenge, because of the expected a time 
lag in the decrease in the prevalence. This time lag was expected because it would take some time 
before risk factors affecting transmission would be detectable, because animals are tested as cows 
but are generally presumed to be infected as calves. The data suggest that an immediate decrease in 
the prevalence occurred, probably because of a significant effect of the culling of red cows. These 
cows have a theoretical high effect on the infectious load in the herd, because antibody‐positivity is a 
predictor of bacterial shedding of large amounts of MAP (Nielsen, 2008). Although a short‐term 
effect in the decrease in prevalence can be attributed to culling of red cows, the long‐term effect 
must be due to the removal of infectious animals, thereby decreasing transmission, rather than due 
to culling alone. If transmission is not broken, newly infected cows will continuously become test‐
positive, and culling alone is not expected to keep up with these new infections (Kudahl et al., 2007). 
Culling of red cows may have a greater effect because antibody‐positivity may often precede large 
bacterial shedding of MAP (Nielsen, 2008), thereby being an early indicator of infectiousness, 
allowing for the farmer to respond to the test results before the cow becomes a risk to the herd. 
To conclude, culling of repeated antibody‐positive cows can be associated with a decrease in the 
prevalence of MAP‐specific antibodies over a period of 4 yr; however, the proportion of purchased 
animals had more influence on changes in prevalence. Use of waste milk from repeated antibody‐
positive cows may also influence the prevalence of MAP‐specific antibodies, but too few herds 
practiced this to make useful interpretations. No other management factors associated with a 
decrease in the prevalence of MAP infections was detected, but longer‐term studies are required to 
elucidate these effects. 
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